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ШЕ FARA DNA 的 细胞 色素 b 基因 片段 序列 差异 来 分 析 探 讨 马 鹿 (Cervws elaphus 
个 亚 种 的 起 源 和 遗传 分 化 问题 。 铺 果 表明 : 马 鹿 各 亚 种 的 DNA 差异 都 达到 了 亚 种 分 化 水 平 ， 并 
Ша BE (С. е. songaricus) 东 西 两 个 种 群 可 能 是 两 个 不 同 的 亚 种 ; БИНТИ 54—76 万 年 
WHAM. PKS ЖЕН Ж SN MER Cereus nippon RE K ПОЗИ Е 
Тинли. жая. 
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DB (Cervus elaphus МЕИ Н (Artiodactyla Jii A (Ceridae V FA Cervinae), Ж.Ш 
动物 中 最 具 优 势 的 种 ， 种 内 变异 最 丰富 ， 分 布 也 最 广 一 一 从 北非 西北 部 、 欧 洲 、 亚 洲 到 北 
美 都 有 广泛 的 分 布 ， 在 全 世界 共有 21 或 22 个 亚 种 中 olan，1988: 大 泰 司 纪 之 ，1995)。 
马 鹿 是 梅花 鹿 在 中 东 向 欧洲 和 北非 扩展 的 过 程 中 产生 的 一 个 新 种 ， 这 种 原始 型 马 鹿 到 更 新 
世 中 期 返回 中 国 大 陆 (大 泰 司 纪 之 ，1992)。 马 鹿 在 分 布 扩 展 过 程 中 ， 栖 型 逐渐 大 型 化 ， 并 
形成 3 个 亚 种 群 ， 其 中 有 两 个 亚 种 群 8 个 亚 种 在 中 国有 分 布 ,， 它们 是 东北 亚 种 (C, е. 
xanthopygus3}、 阿 拉 善 亚 种 (CC. е. alasnanicus), HA THC. е. kansuensis), T A E СС. 
e. wallichi), MRR XE fp (C. е. sibiricus), R EC. е. songaricus) ЖЕЖ (С. е. 
argandensis) 和 四 川 亚 种 (CC. e. macneilli) (Ohtaishi З, 1990, BMA. 1992), 

马 鹿 的 系统 进化 及 亚 种 分 化 研究 是 了 解 鹿 属 动物 进化 过 程 的 一 个 重要 方面 。 前 人 关于 
马 鹿 亚 种 分 化 的 研究 都 是 根据 形态 特征 来 进行 的 ， 但 Geistd1992) 指 出 偶蹄 类 的 形态 特征 
在 分 类 及 进化 研究 中 并 不 总 是 有 意义 的 ， 因 为 动物 的 形态 特征 受 环境 条 件 的 影响 而 有 很 大 
的 变化 。 因 此 ， 一 般 认 为 在 现代 动物 分 类 中 ， 种 和 亚 种 划分 都 应 以 系统 进化 关系 为 基础 来 
ЖЕН Cronin, 1993), 

2 #6 DNA mitochondrial DNA, mDNA ERA., STED, HEER, 
是 核 DNA 的 5—10 倍 吧 rown，、1981，1983)。 这 些 特 性 使 之 成 为 一 种 有 效 的 遗传 进化 研 
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究 的 标记 物质 ( 张 亚 平等 ，1992)。 线 粒 体 DNA 上 的 细胞 色素 Ьсуюсһтоте b) 基因 的 进 
化 速度 适中 ， 一 个 较 小 的 基因 片段 就 包含 着 从 种 内 到 种 间 乃 至 科 间 的 遗传 进化 信息 Mey- 
er 等 ，1990)。 因 此 本 研究 利用 mtDNA 的 细胞 色素 b 基因 片段 的 DNA 序列 ,在 分 子 水 
平 上 从 系统 进化 的 角度 来 进一步 分 析 探 讨 马 鹿 4 亚 种 的 起 源 和 遗传 分 化 。 


1 研究 动物 和 实验 方法 


11 研究 动物 

Wr FE zl 42 ЖЕ C. nippon pseudaxris, CNP)， 马 鹿 的 东北 亚 种 (CEX})、 阿 拉 善 亚 种 
(CEAY、 甘 肃 亚 种 {CEK) 及 天 山 亚 种 的 哈密 种 群 Hami，CEH) 和 伊犁 种 群 (Yi,，CEL)》， 以 水 
Ж (Cervus unicolor, CEU 为 外 群 Outgroup)。 样 品 均 为 凝集 血块 。 
L2 实验 方法 
121 ОМА 提取 将 0.5g 样品 放 入 玻璃 匀 浆 器 中 ， 加 1 mL SETQ.1 mol/L NaCl; 10 
mmol/L Tris-HCl, pH7.5; 1 mmol/L EDTA, pH8.0XE fry S38, # Masuda 等 4995) 的 
方法 进行 DNA ER, 
1.2.2 PCR 扩 增 ”利用 通用 引物 扩 增 线粒体 ОМА 上 细胞 色素 b 的 基因 片段 ， 引 物 为 L14742 
G -GATATGAAAAACCATCGTTG -3 和 H15149 -TCAGAATG ATATTTG TCCTCA 
—3' Kocher , 1989; Irwin 等 ，1991)。 反 应 总 体积 为 50pL， 含 有 50mmol/L KCl, 10 
mmol/L Tris-HCl (pH8.3), 1.5 mmol/L МЕСІ,, 0.001% B] В, 4 # dNTP 各 为 200 
pmol/L. 1.25UTaq EG U pL. Perkin), 8106Ж 12.5 pmol， 模 板 为 1 kL， 加 入 一 滴 矿 
өй, EP Ë {X Perkin-Elmer Cetus, USALE tfr 35 АЖ, 每 个 循环 为 94Clmin， 
50Clmin, 72 С1 тіп, #5 —fÉ PAAR KG dE 72 亿 下 保温 10 min。 再 以 该 扩 增 产物 为 模板 ， 
反应 体积 为 100 BL. f£ Gyllersten 等 人 4988) 的 方法 进行 不 对 称 扩 增 ， 两 种 引物 浓度 比 为 100 : 
1， 进 行 30 个 循环 反应 ， 其 他 反应 条 件 同上 。 
1.2.3 DNA 序列 测定 取 7kL Z5 Centrion-30(Àmicon Wf gi zb БЕЗЕР Ph. 利用 测序 试 
Ҙ 8; Gequenase TM Version 2.0, USA), Ж Sanger 55 (1977 7r KH DNA 序列 测定 ， 并 用 
Gene Works (ntelligenetic) 进行 DNA 序列 排列 。 
1.2.4 DNA 序列 分 析 按照 Kimura (1980900 BAH (two-parameter method), HEDRER 
位 点 的 蔡 换 数 进行 估计 ， 并 计算 物种 间 的 DNA 序列 差异 。 利 用 MEGA (Kumar %, 1993Ж 
ЕКЕМ UPGMA 法 来 构建 系统 进化 树 ， 置 信 度 用 Bootstrap E% f Ж Felsenstein, 
1985)。 以 水 鹿 必 为 外 群 比较 。 i 


2 结果 


21 细胞 色素 b 的 序列 及 其 差异 

从 马 鹿 各 亚 种 和 梅花 鹿 的 样品 中 抽 提 总 ОМА, ЖБ РСЕ 技术 扩 增 并 测定 出 钱 粒 
体 DNA 上 细胞 色素 b 的 367 bp 基因 片段 序列 个 D. 

DES EHSAN Rb 的 序列 差异 值 和 转换 / MRED Rl. ARI 中 可 
知 ， 马 鹿 各 亚 种 间 的 细胞 色素 b 的 序列 差异 在 1.36%—1.91K%6/367—7/ 367 Xe (81; f 
花 鹿 与 马 鹿 4 个 亚 种 之 间 的 序列 差异 则 较 小 ， 在 3.00%—4.09% 11 367—125 / 36772. 
fl, 平均 为 3.60%。 
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CNP  TCCGAAAAAC CCACCCGITA ATAAAAATTG TAAACAACGC АТТТАТТСАС 50 
CEH CCCGGAAAAC ССАСССАТТА ATAAAAATTG TAAACAACGC | ATTTATTGAC 
CEL TCCGAAAAAC CCACCCATTA ATAAAAATTG ТАЛАСААСОС | ATTTATTGAC 
CEA ТСССАААААС ССАСССАТТА ATAAAAATTG TAAACAACGC  ATTTATIGAC 
СЕХ CCCGAAAAAC CCACCCATTA ATAAAAATTG TAAACAACGC АТТТАТТСАС 
СЕК TCCGAAAAAC ССАСССАТТА ATAAAAATTG ТАААСААСОС ATTTATTGAC 
CEU TCCGAAAAAC ССАСССАТТА ATGAAAATTG TAAACAACGC ATTCATTGAC 
CNP СТССССОССС CATCAAATAT  TTCATCCTGA TGAAATITCG GCTCCTTACT 100 
CEH  CTCCCAGCCC CATCAAATAT TICATCCTGA TGAAATTTCG GCTCCTTACT 
CEL СТСССАСССС CATCGAATAT ТТСАТССТСА TGAAATITCG GCTCCTTACT 
CEA  CTCCCAGCCC CATCGAATAT ТТСАТССТСА TGAAATTTCG GCTCCTTACT 
CEX CTCCCAGCCC CATCGAATAT  TTCATCCTGA TGAAATITCG GCTCCTTACT 
СЕК  CTCCCAGCCC CATCGAATAT  TTCATCCTGA TGAAATTTCG GCTCCTTACT 
CEU  CTCCCAGCCC CATCAAATAT  TTCATCCTGA TGAAATTTCG GCTCCTTACT 
CNP AGGAATITGT CTAATCCTAC AAATICTCAC AGGCCTATTC CTAGCAATAC 150 
CEH АССААТТТОТ CTAATCCTAC AAATICTCAC AGGCCTATTC CTAGCAATAC 
CEL АОСААТТТОТ CTAATCCTAC AAATTCTCAC АСОССТАТТС CTAGCAATAC 
CEA AGGAATITGT СТААТТСТАС AAATICTCAC AGGCCTATIC CTAGCAATAC 
CEX АССААТТТОТ CTAATTCTAC АААТТСТСАС АСОССТАТТС CTAGCAATAC 
СЕК АССААТТОСТ СТААТТСТАС АААТТСТСАС АСОССТАТТС СТАОСААТАС 
CEU AGGAATITGT CTAATCCTAC AAATCATTAC AGGCCTATTC CTAGCAATAC 
CNP АСТАТАСАТС TGACACAATA ACAGCATTTT ССТСТОТСАС ССАТАТСТОС 200 
CEH АСТАТАСАТС CGATACAATA ACAGCATITT ССТСТОТСАС ССАТАТСТОТ 
CEL АСТАТАСАТС CGATACAATA ACAGCATTTT CCTCTGTCAC CCATATCTGT 
CEA АСТАТАСАТС CGATACAATA АСАССАТТТТ ССТСТОТСАС CCATATCTGT 
СЕХ АСТАТАСАТС CGATACAATA ACAGCATTTT ССТСТОТСАС ССАТАТСТОТ 
СЕК АСТАТАСАТС AGATACAATA АСАССАТТТТ ССТСТОТСАС CCATATCTGT 
CEU АСТАТАСАТС CGACACAATA ACAGCATTCT  CCTCTGITAC CCATATCTGC 
CNP  CGAGATGTCA ATTATGGITG ААТТАТТСОА ТАСАТАСАСС CAAACGGGGC 250 
CEH CGAGATGTCA ATTATGGTTG AATTATTCGA ТАСАТАСАСС CAAACGGGGC 
CEL СОАСАТОТСА ATTATGGITG AATTATTCGA ТАСАТАСАСС CAAACGGGGC 
CEA CGAGATGTCA ATTATGGTTG ААТТАТТСОА TACATACACG CAAACGGGGC 
СЕХ CGAGATGTCA ACTATGGITG  AATTATTCGA TACATACACG CAAACGGGGC 
СЕК CGAGATGTTA ATTATGGTTG ААТТАТТССА TACATACACG CAAACGGGGC 
CEU CGAGATGTCA ATTACGGCTG  AATCATICGA TATATACACG CAAAAGGGGC 
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CNP 
CEH 
CEL 
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ATCAATATTC ТТСТТСТОСС 
АТСААТАТТТ TICTTCTGCC 
ATCAATATIT  TTCTICTGCC 
АТСААТАТТТ  TTTTICTGCC 
АТСААТАТТТ ТТСТТСТОСС 
АТСААТАТТТ ТТСТТСТОСС 
АТСААТАТТТ ТТСТТСТОТС 
ACGGATCATA ТАСТТТТСТА 
ACGGGTCATA САСТТТТСТА 
ACGGGTCATA САСТТТТСТА 
ACGGGTCATA ТАСТТТТСТА 
ACGGGTCATA ТАСТТТТАТА 
АСОСОТСАТА ТАСТТТТАТА 
ACGGATCATA САССТТТСТА 
ТТТАСАСТТА ТААССАС 
TTTACAGTTA ТААССАС 
TTTACAGTTA ТААССАС 
ТТТАСАСТТА ТААССАС 
ТТТАСАСТТА ТААССАС 
ТТТАСАСТТА ТААССАС 
TTTACAGTTA ТААССАС 
图 1 
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TATTCATACA 
TATTTATACA 
TATTCATACA 
TATTTATACA 
TATTTATACA 
TATTTATACA 
TATTTATACA 


GAGACATGAA 
GAGACATGAA 
GAGACATGAA 
GAGACATGAA 
GAGACATGAA 
GAGACATGAA 
GAGACATGAA 


TGTAGGACGA 
TGTAGGACGA 
TGTAGGACGA 
TGTAGGACGA 
TGTAGGACGA 
TGTAGGACGA 
CGTAGGACGA 


ACATCGGAGT 
ACATCGGAGT 
ACATCGGAGT 
ACATTGGAGT 
ACATCGGAGT 
ACATCGGAGT 
ACATTGGAGT 
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GGCCTGTACT 300 


GGCCTATACT 
GGCCTATACT 
GGCCTATACT 
GGCCTATACT 
GGCCTATACT 
GGCCTGTACT 


AATTCTCCTA 
AATTCTCCTA 
AATTCTCCTA 
AATTCTCCTA 
AATTCTCCTA 
AATTCTCCTA 
AATCCTCCTA 


Ty RO T oH Ob 的 基因 片段 序列 (367 bp) 


Fig. 1 Alignment of cytochrome b nucleotide sequences (367 bp) of red deer and sika deer 


жі 细胞 色素 b 的 序列 差异 百分比 (对 角 线 以 上 ) 和 转换 /斯 换 数 (对 角 线 以 下 ) 
Table 1 Percentage divergence (above diagonal) and numbers of 
transitions / transverslons (below diagonal) for cytochrome b sequences 


CNP 
CEH 
CEL 
CEA 
CEX 
CEK 
CEU 


系统 进化 树 


CNP CEH 
3.54 

12/1 

10/1 4/0 

13/1 7/0 

13/2 5/1 

10/3 3/2 


20/2 21/2 


CEL CEA 
3.00 3.81 
1.09 1.91 
1.36 
5/0 
5/1 4/1 
4/3 4/2 
21/2 20/2 


根据 DNA 序列 来 构建 了 分 子 系 统 进化 树 { 图 2)。 


CEX 
4.09 
1.63 
1.63 
1.36 


CEK 
3.54 
1.91 
1.36 
1.63 
1.36 

4/1 


23/3 23 5 


CEU 
6.00 
6.27 
6.27 
6.00 
7.09 
7.63 
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在 有 关 亚 种 划分 上 ， 一 般 认 59 x 
为 同一 亚 种 应 享有 一 特定 的 地 理 d 
区 域 或 栖息 地 ， 具 有 系统 进化 上 30 CES 
一 致 的 表现 型 特征 ， 相 对 于 同 种 cp 
的 其 他 亚 种 具有 独特 的 进化 历 
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Brien 等 ，1991)。 本 文 所 研究 的 
4 个 马 鹿 亚 种 一 一 东北 亚 种 、 甘 ”图 2 由 UPGMA 法 构建 的 细胞 色素 b 序列 的 系统 进化 树 


Fig. 2 Phylogenetic tree of the cytochrome b sequence 


肃 亚 种 、 阿 拉 善 亚 种 和 天 山 亚 种 constructed by the UPGMA method 
的 地 理 分 布 基 本 上 相互 隔离 ， 且 SAA LMR RRA Kimura RSME, RA 
从 形态 学 上 比较 也 认为 是 不 同 的 值 来 自 500 个 复制 序 统计 ，0.01 表示 序列 差异 人 he numbers 
亚 种 Dolan, 1988; Groves of nuelentde subsatutions per site, indicated by the sale, 
were estimated with Kimura's two-parameter method. 

Æ. 1987), Geist 99145 HI Bootstrap vaues about branches were derived from 500 
指 出 № 的 形 态 特征 不 一 定 能 正 replication, The bar scale of 0.01 indicated sequence diversity), 
确 反 映 出 其 系统 进化 的 关系 。 因 
此 ， 本 研究 从 分 子 水 平 上 ， 并 结合 形态 研究 结果 来 分 析 马 鹿 4 个 亚 种 间 的 系统 进化 关系 。 

在 鹿 科 动物 中 ， 种 间 的 线粒体 DNA 序列 善 异 应 在 406—120 018]. EBM DNA 
序列 一 般 在 1%—3% Si Cronin. 1991; Tamate 等 ，1995)。 从 表 1 中 可 知 ，4 个 亚 种 
间 的 细胞 色素 b 的 序列 差异 在 1.36%% 一 1.91 听 之 间 ， 即 中 国 马 鹿 的 各 亚 种 间 DNA 差异 是 
处 于 亚 种 水 平 上 的 分 化 ， 这 一 结果 与 形态 学 上 研究 结果 相 印 证 。 但 在 天 山 亚 种 的 两 个 种 群 
之 间 的 DNA FH 109%. 而 且 这 两 个 种 群 分 别 分 布 于 天 山 的 东西 两 端 ， 相 距 较 远 。 如 
ЖЖЖ O'Brien 等 0Q991)、CroninQ991) 和 和 Tamate 等 Q995) 的 观点 ， 这 两 个 种 群 可 能 为 两 
个 不 同 的 亚 种 。 因 此 ,还 必须 对 这 两 个 种 群 从 种 群生 态 学 、 形 态 学 、 核 DNA 特征 等 方面 
进一步 研究 。 

ЖЕН ЕЛНЗЕВБТИЕН, ЦЕВАВФЕЙЕФЖЕНЖНИ, В 
马 鹿 是 在 更 新 世 以 后 出 现 的 人 大 秦 司 纪 之 ，1992)。 从 表 1 Фая, ФЕНЖЕНЕЖЕ ШУ 
序列 差异 较 小 ， 平 均 只 有 3.60%， 即 它们 之 间 存 在 着 较 小 的 种 间 差 异 。 图 2 的 进化 树 也 
反映 出 ， 所 有 马 讶 亚 种 豪 合 在 一 起 ， 并 与 梅花 鹿 形 成 姐妹 群 关系 。 

根据 咱 乳 动物 的 细胞 色素 b 的 序列 进化 速度 至 少 为 2.5% / НЛ Meyer 等 ，1990， 
Irwin Æ, 1991), AX 1 中 可 得 出 ， 马 鹿 和 梅花 鹿 的 分 化 时 间 是 在 150 万 年 前 ， 这 与 
Cook( 1993) 关于 马 亨 和 梅花 遍 的 分 化 时 间 在 70—190 万 年 前 的 结论 相符 。 马 鹿 各 亚 种 
间 的 分 化 时 间 在 54—76 万 年 前 ， 这 和 与 马 谭 从 中 东 和 欧洲 返回 中 国 大 陆 的 时 间 基 本 一 至 
《大 泰 司 纪 之 ，1992)。 马 鹿 在 返回 过 程 中 恶 渐 发 生 了 分 化 ， 最 先是 天 出 马 鹿 分 化 ,大约 在 
54—76 万 年 前 ; 东北 马上 看 与 阿拉 善 亚 种 和 甘肃 亚 种 的 分 化 时 间 在 54 万 年 前 左右 ， 这 也 符 
合 在 中 国 马 鹿 是 从 西向 东 逐 渐 分 人 北 扩 散 的 ; 天 山 亚 种 两 种 群 的 分 化 时 间 在 43 万 年 前 左 
右 ， 可 能 是 它们 与 其 他 3 个 亚 种 分 化 之 后 ， 适 应 了 其 独特 的 生态 环境 而 进一步 分 化 的 。 图 
2 也 基本 反映 了 马 鹿 各 亚 种 的 分 化 过 程 。 
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Abstract 


367 bps of cytochrome b were sequenced with PCR. Subspecific origin and genetic diver- 
sity of red deer in china were studied according to differences of cytochrome b DNA se- 
quences, The DNA differences of 4 subspecies were within subspecific diversity, but two pop- 
ulations of Tianshan red deer may be regarded as two subspecies. The divergence occured 
about 0.54—0.76 Mya ago among 4 subspecies and Tianshan red deer diverged first from the 
other subspecies, It may be thought that red deer and sika deer diverged later and had closer 
relationships because of lower interspecific genetic difference between them. 
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